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Neuarfige Puiferformunerungen z «r Isoliening, Reinigung und Rflckgewimmng lang und 
kurzJkettiger Nukleinsaaren 

Dr. Tiino Hillebrand, Dr. Peter Bendzko 
Beschreibung 

Die Brfindtrog betrifft neuartige Formulierungen von Puffem zur Isoh'erung, Reinigung und 
Ruckgewinndttg von lang und kurzkettigen Nukleinsauren. , 
Die Anwendungsgebiete des Verfahrens sind alle mit Nuklerasaure-Isoherungen sich 
beschaffigenden laboratories wie forensische Medizin, LebensmitteWiagnostik, toedizixristhe 
Diagnostik, Molekularbiologie, Biochemie, Gentechnj& und alle anderen angrenzenden Gebiete. 

Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isoliemng von DNA aus Zelien und Geweben dadurch, 
dass die Ausgangsmaterialien unter stark denaturiexenden und reduzierenden Bedingungen, 
teilweise auch unter Verwendung von proteinabbauenden Enzymen anfgesbblossen, die 
austretenden Nuklemsaurefraktionen uber PhenoWChlbroforra-Extraktionsschritte gereinigt und die 
Nukleinsauren mittels Dialyse oder Ethanolprazipitation aus der waSrigen Phase gewonnen werden 
(Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning" ). 

Diese "klassischen Verfahren" zur Isoliemng von Nukleinsauren aus Zelien und besonders aus 
. Geweben sind sehr zeitaufwendig (teilweise linger als 48 h ), erfordexn einen erheblichen 
apparativen Aufwand und sind darttber hinaus auch nicht unter Feldbedingungen realisierbar. 
AuUerdera sind solche Methoden auf Gruhd der verwendeten Chemikalien wie Phenol und 
Chloroform in einera nicht geringen MaGe gesundheitsgefahrdend. 

Verschiedene alternative Verfahren zur Isoliemng von Nukleinsauren aus unterschiedUchen 
biologischen Ausgangsmaterialien erraoglichen, die aufwendige und gesundheitsschadigende 
PhenolVCMorofom-Extraktion von Nukleinsauren zu unrgehen sowie eine Reduzierung der 
zeitlichen Aufwendungen zu erreichen. 

* 1 

AUe diese Verfahren basieren auf einer von Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1979, 76, 61 5-619) entwickelten und erstnaals beschriebenen Methode zur priparativen und 
analytischen Reinigung vonDNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Die Methode kombiniert.die 
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Auflosung der die zu isolierende DNA- Bande enthaltende Agarose in einer gesattigten Losung 
eines chaotropen Salves (NaJ) nrit einer Bindung der DNA an Glaspartikel. Die an die Glaspartikel 
fixierte DNA wird anschlieBend mit einer Waschlosung (20 mM Tris HC1 [pH 7,2]; 200mMNad; 
< ^EDTAjSO'/ov/vEmanoOgewas^ ' 

Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modifikationen und wird sum gegenwartigen ' 
Zeitpunkt fur unterschiedliche Verfahren der Extraktion und Reinigung von Nuklemsauren aus 
unterschiedlichen Herkunften angewendet (Marko, M.A., Cbipperfiejd, R. und Birnboim, H.G, 
1982, Anal. Biochem., 121, 382-387). 

Daruber binaus existiereh heute weltweit auch eine Vielzahl von Reagenziensystemen vpr allem zur. 
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und fur die Isolierung von Plasmid DNA aus 
bakteriellen Lysaten, aber auch fur die Isolierung von langerkettigen Nukleinsauren (genoniische 
DNA zellulare Gesamt- RNS) aus Blut, Geweben oder auch Zellkulturen . 

Alle diese koimnerzieU verfugbaren Kits basieren auf dem hManglich bekannten Prinzip der 
Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager unter Anwesenheit von Losungen 
unterscbiedlicher chaotroper Salze und verwenden als Tragermateriaiien Suspensionen 
feingemahlener Glaspulver (z.B. Glasmilk , BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden (Fa.Sigma) 
Oder auch SiUcagele. (Diagen, DE 41 39 664 Al). 

t 

t 

Ein fur eine Vielzahl unterschiedlicher Anwendungen praktikables Verfahren zur IsoHerung von 
Nukleinsauren ist in US 5,234,809 (Boom) dargestellt Dort ist ein Verfahren zur Isolierung von . 
Nukleinsauren aus nuHeinsaurehaltigen Ausgangsmaterialien durch die Inkubation des 
Ausgangsmaterials mit einem chaotropen Puffer und einer DNA-bindenden festen Phase 
beschrieben : Die chaotropen Puffer realisieren sowohl die Lyse des Ausgangsmaterials wie auch die 
Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. Das Verfahren ist gut geeignet , urn Nukleinsauren . 
aus kleinen Probemnengen zu isolieren und findet speziell im Bereich der Isolierung viraler 
Nukleinsauren seine praktische Anwendung. • 

Entscheidende Nachtefle des Verfahrens bestehen aber ua. darin, dass der durch die chaotropen 
Puffer realisierte Aufschluss nicht Fur alle Materialien einsetzbar ist bzw. auch fur.groBere Mengen 
an Ausgangsmaterialien nur extrem inefficient und unter einem groBen Zeitaufwand realisiert 
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werden kaun Dariiber hinaus sind mechanische Homogeiiisienragsverfahren notwendig, wennz.B. 
DNA aus Gewebeproben isoliert werden soil. Weiterhin miissen fur verschiedene FragesteUungen . 
audi immer verscbieden hohe Konzentrationen untetscbiedlicher chaotroper Puffer eingesetzt 
werden. Das Verfahren 1st damit in keiner Weise universell einsetzbar. . 

Das physiko-chemische Prinzip der nach dem bekannten Stand der Technik heute eingesetzten und. 
• kommeraell verfugbaren Systeme zur IsoKerung von Nukleinsauren auf der Basis der Binduhg von 
Nukleinsauren an die Oberfiachen mineraliscner TrSger. soil dabei in der Storung fibergeordneter . 
Strukturen des wasserigen Milieus bestehen, durch welche die Nukleinsauren an der Oberflache 
von mineralischen Materialien, insbesondere von Glas-bzw. Silicapartikeln adsorbieren. Die 
Storung der Sbergeordneten Strukturen des wasserigen Mfllieus erfolgt dabei immer unter 
AnwesenKeit chaotroper Ionen und ist bei hohen Konzentrationen'dieser fast quantitativ. Auf dieser 
beschriebenenen physiko-chemischen Basis enthalten alle kommerziell verfugbaren System© zur 
Isolierung von Nukleinsauren Puffetkpmpositionen mit hohen Ionenstarken chaotroper Sake, fur 
die Bindung vpn Nukleinsauren an eine Nukleinsiuren-bindende feste Phase. 

Spezifische Modifikationen dieser Verfahren betreffen den Einsatz von spezifischeh 
Tragermaterialien, welche fur besthnmte Fragestellungen applikative Vortedle zeigen (Invitek 
GmbH WO 95/34569), die jedoch die gleichen Nachteile aufweisen. . . . 

All den beschriebenen Verfahren zur IsoHerung von Nukleinsauren uber die Bindung der 
Nukleinsauren an'mineralische feste Phase unter Verwendung chaotroper Salzlosungen ist 
gemeinsam, dass fur die Bindung der Nukleinsauren an die verwendeten TragermateriaUen hohe 
Konzentrationen eingesetzt werden mussem Dabei sind gerade chaotrope Salze (z.B. 
GuanidinisoUriocyanat, Guandinhydrochlorid, Natriumperchlorat oderNatriumjodid) hochtoxisch 
wirksame Substanzen. Die Verwendung findenden Puffersysteme mit sehr hohen Ionenstarken 
bewirken oftmals ein Verschleppen von Salzkontaminationen in die zu isolierenden NuMeinsauren 
und sihd oftmals die Ursache dafur, dass eine Reihe von down-stream-Applikationen (PCR, 
Restriktionsverdau, Hybridisierungen, Ligaiionen) nicht oder nur teilweise reahsierbar sind. 
Daruber hinaus besteht beim Umgang mit chaotropen Puffern ein erhebliches gesundheithches 
Risko (insbesondere bei Langzeitanwendungen ) sowie eine ethebliche Umweltbelastung durch in 
Abwasser eingebrachte Schadstofflasten. 
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In der Patentscfcrift DB 19856 064 wird zum erstenmal ein neuardges Verfahren zur Isoherung von 
Nukleinsauren beschrieben. Dabei erfolgt erstmals die Bindung der zu isolierenden NuMeinsfiuren 
an mmeralische Trager ohne die Verwendung der bishef dazu benStigten chaotropen Salze hoher 
Ionenstarken. Das Verfahren basiert (wie auch die chaotropen Verfabren) auf der Lyse des 
Ausgangsmaterials, der Bindung der NukleinsSure an ein mineralisches Tragennaterial, dem ■ 
nachfolgenden Waschen der gebundenen NuMemsauren mit ethanolhaltigen Waschpuffem, der. 
Ethanolentfernung und der finalen Elution der Nukleinsaurm mit einem Elutionapuffer geringer ' 
loneristarke bzw. Wasser. *, 

. Fur spezielle Protokolle zJB. der Isoiierong von PCR-Fragmenten aus Amplifikationsansafeen wird 
der Lyseschritt nicht benotigt. Der PCR-ReaJdionsansafc wild mit einem notwendigen 
Bindungspuffer versetzt und mit dem mineralischen Tragennaterial inkubiert. AnschlieJJend erfolgt 
wieder ein Waschen mit einem efcanolhaltigen Waschpuffer, nachfolgend die Ethanolentfernung 
und final die Elution der gebundenen Nukleinsaure vom Tragennaterial. 
DaB Verfabren ohne die Verwendung chaotroper Puffer deudiche Vorteiie besitzen, zeigt sich 
daran, dass nach der Erstbeschreibung weitere Patentschriften auch die potenziellen Vorteiie dieser 
neuen Bihdungschemie beschreiben (z.B. DE 100 3.3 991). 

Interessanterweise zetgt sich, dass alle weltweit kommerzieU verffigbaten System zur Isolierung 
von Nukleinsauren basierend auf der Bindung der Nukleinsauren an mineralische Tragennaterialien 
(Magnetpartikel, Membranen, Catrier-Suspensionen u.a.) prinzipiell nach dem beschriebenen 
Verfabren arbeiten. Seit der Brstbeschreibung dumb. Vogelstein und Gillespie werden die 
gebundenen Nukleinsauren immer mit Alkohol oder acetonhaltigen Salzlosungen gewascheh. Die 
Waschschritte sind essentieUer Bestandteil der Exiraktionsprotokolle und dienen heben der 
Entfemung von gebundenen unerwiinschten inhibitorischen Stoffen immer auch der notwendigen 
Entfemung der fur die Bindung der Nukleinsauren notwendigen Salze. 

Die Verwendung vpn Alkohol oder acetonhaltigem Waschpuffer bedeutet aber immer einen ganz 
erheblichen und bisher nicht gelosten Nachteil. Es 1st bekanrit, das selbst Spuren von Alkohol in der 
fhalen Nukleinsaure downstxeam-Applikationen ganz erheblich beeintrachtigen kann. Deshalb ist es 
immer notwendig, einen Emanolentfemungsschritt im eigentlichen Verfahren zur Isolierung oder ' 
Aufreinigung von Nukleinsauren zu integrieren. 

Dieser ist immer problematischbei der Verwendung magnetischer Partikel oder partikularer 
Carrier-Suspensionen, beansprucht einen erheblichen zeitlichen Aufwand und kann zu einem 
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irreversible Verlust der Nukleinsaure.fuhren, vor allem bei der Ubertrocknung der Carrier- • 
Materialien, 

Besonders problematisch ist der Schritt der Entfernung von Restalkohl bei Applikationen zur 
Isolierung von Nukleins&uren im Hocbdurchsatzbereich. 

Im Allgemeinen werden bis zu 30 min benotigt, um Membranen in' Filterplatten oder magnetische 
Partikel im Rabmen von automatisierten Nukleinsaur^Reinigungsverfahren vom Restalkohol zu 
befreien. 

Darttber binaus sind auch die eigentlichen Waschschritte mit alkoholischen Waschpuffem gerade 
im Hochdurchsatzbereich zeitaufwendig und natiirlich auch kostenintensiv. 

Aus diesen NachteUen de S bisherigen Standes leitet sich die Aufgabe ab, den Einsatz aftoholischer 
. M M Reinigungsverfahren zu etrejchen. 

Die Erfindung wird gemaBden Anspruchen realisiert 

Basierend anf der. Verwendung ni'chtchaotroper Pufferformuherungen, wie in der Patentschrift 
DE 198 56 064 schon aufgefuhrt, zeigt sich, dass for die Binding zu isolierender Nukleinsauren nur 
unerwartet geringe Konzentrationen notwendig sind. Ubexraschend ist dabei, dass bei der 
Kombination von Salzen eines monoyalenten mit einem multivafenten Ration die fur eine Bindung 
notwendigen Konzentrationen in einem Bereich liegen, in den PufferfortnuHerungen bestehend nur 
aus jeweils einem Salz nicbt mehr far die Bindung ausreicbend sind. So ermSglicht die 
• • Kombination von Magnesiumchlorid und Natriumchlorid noch bei Konzentrationen von weniger als 
- Q - 5 J eweils die Bindung von Nukleinsauren eines weiteren GroBenspektrums (Beispiel 1). Die 
Verwendung der Mischung von Salzen monovalenter mit multivalenten Kationen als Bestandteile 
von Bindungspuffern fur die Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager ist bisher noch 
nicht beschrieben. Das fiberraschende Ergebnis erm6glicht nunmehr eine vollig neue Stxategie zur 
Isolierung und Aufreinigung von NukWauren aus komplexen Ausgangsproben. Da 
uberraschenderweise nur noch extrem geringe Salzkonzentrationen in Bindungspuffern notwendig 
sind, wird es mogHch, Nukleinsauren aus komplexen Proben oder aus Losungen, welche eine 
Vielzahl an zu entfemenden Stoffen emhalten, mit neuartigen Waschpuffem ohne den bisher 
notwendigen Ethanol bzw. auch ganzlich ohneeinen Waschschritt zuisolieren. 
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Dies hat enorme Vorteile fur die Isolierung von Nukleinsanren und lost die gescbilderten Prbblenie 
der Verweudung von alkoholhaltigen Waschpuffem. insbesondere bei automatisierten 
Hochdurchsatzanwendungen in idealster Weise. So ermoglicht die Verwendung der 
erfindungsgemaJJen Pufferformuheruugen z.B. die Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem 
komplexen PCR-Reaktionsansate fur eine nachfolgende empfindliche Se^enrierungsreaktion und 
obne ieinen einzigen Waschschritt in Form einer automatisierten Applikation (Bindung der PCR- 
Produkte an die Filtermembran einer 96-Well-Platte) in weniger als 10 min. Bisherige Verfabxen 
auf der Basis der Bindung der NukleinsSure an eine feste Phase benotigen ca. 45 min - lh. Daruber 
hinaus ist der Verfahrensablauf nunmehr extrern einfach und beinhaltet lediglich das Mischen des 
PCR-Ansatzes mit einem der eifmdungsgemaBen Bindungspuffer, das Oberfuhren des Ansatzes auf 
die Filterplatte, das Durchsaugen der L6sung und die nachfolgend Elution der PCR-Produkte 
mittels Wasser bzw. mittels einer 10 mM Tris gepufferten wassrigen Losung. Damit konnen PCR- 
Produkte extrern zeitsparend, ungefahrlich und preiswert aufgereinigt werden. Der Durchsatz kann 
dabei dramatisch erhdht werden (auch bei sinkendem apparativen Aufwand; z.B.wird kein Wasch- 
Tool mehr bei einem Roboter bendtigt). Die Qualitai der aufgereinigten PCR-Produkte ist sehr • 
hoch, was sich an den sauberen Sequenzreaktionen zeigt (Beispiel 2). 

Weiterhin zeigt sich uberraschender Weise, dass man Nukleinsauren auch aus komplexen 
biologischen Pxoben in exzellenter Qualitiat und Quantitat auch ohne Waschscbritte oder mittels 
eines Waschpuffers ohne Alkohol isolieren kann. Die in der Offemegungschrift DE 100 33 991 in 
einem Beispiel beschriebene Isolierung einer Plasmid DNA ohne einen Waschschritt erfblgte nicht 
aus dera zuvor hexgestellten, gekjarten Lysat Die zu isolierende Plasmid-DNA wurde mittels 
bekannter Standardverfahren erst in reiner Form hergesteUt und diese Plasmid-DNA nochmals mit 
einem Puffer inkubiert, an eine feste Phase gebunden und nachfolgend nach der notwendigen 
Entfernung des Alkohols des Bindungspuffers wieder von der festen Phase abgelost. 

Mit der vorUegeuden Erfindung ist es nunmehr moglich, Plasmid-DNA direkt aus dem geklarten 
Lysat aufzureinigen wobei wiederumkein Waschen mit einem alkohohaltigen Waschpuffer 
notwendig ist bzw. die Isolierung der Plasmid DNA auch ohne Waschschritt direkt nach der 
erfolgten Bindung an eine feste Phase erfolgen kann. Die Plasmid DNA ist dabei wiederum von 
exzellenter Qualitat und Quantitat (Ausftihrungsbeispiel 3). ' 
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Die Erfindung gestattet es weiterhin, auch extrem schnell, preiswert und einfach genomische 
Nukleins&uren aus komplexen biologischen Proben zu i'solieren. So wird lediglich ein 
StandardaufechluB des Ausgangsmaterials mittels z.B. eines klassischen Protease K-Verdaus in . 
einem dafur kompatible Puffer durchgemhrt^anschHeBend.die lysierte Probe mit einem der 
erfindungsgemafien nichtchaotropen Bindungspuffbr versetzt und der Ausatz mit einer Nukleinsaure 
bindenden festen Phase ihkubiert, ggf. mit einem nichtalkoholischen Waschpuffer gewaschen (oder 
ggf. ohne einen Waschschritt) und nachfolgend die genotnische Nukleinsaure mittels Wasser oder 
einer Tris-Losung von der festen Phase isoliert Die Qualitat der isoliertea DNA ist wiederum sehr 
rein und sofort fur weitere Applikationen einsetzbar. 

Die vorliegende Erfindung eimoglioht somit in universeller Form eine deutliche Vereinfachung von 
. .Verfahren zur Isolierung von Nukleinsaupn aus Komplexen die nukleinsaureenthaltenden Proben. 
<3^^ Das Verfahren benotigt keine toxischen Chemikalien mehr, die eingesetzten Mengen an Salzen sind ' 
dramatisch reduziert, was zu einer deuflichen Umweltentlastung fiihrt, die Verfahren benStigen 
weniger Verfahrensschritte und sind dadurch deuthch schneUer als alle bisher verwendeten 
Techhiken. Msbesondere im Hochdurchsatz stehen nunmehr preiswerte und extrem.schnelle 
Verfahren zur Veifugung. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen erklart. 
Die AusfOhrungsbeispiele sollen aber keine Limitierung der Erfindung darstellen. 
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Ausfuhrungsbeispiele 

i 

Beispiel 1: 1 

Aufreinigung eines Spektrums an DNA-Fragmehten aus einer wassrigen Losung . Vergleich 
verechiedenerBindirogspufiFerhijisichflichdef Bmdungseffizienz. ■ 

Puffer TH 1(5 mM NaCl; 5 mM MgCl 2 /Tris HC1, Isopropanol) 
Puffer TH 2 (10 mM MgCl 2 /Tris HQ, Isopropanol) 
Puffer TH 3 (10 njM NaCl/Tris HCl, Isopropanol) 

Der Puffer TH1 1st eine Kombination aus einem monovalenten und eiaem divalenten Safe bei einer 
Gesamtionenstarke von 1 0 mM. Die Puffer TH2 und TH3 enthalten nur jeweils ein Safe (mit einem 
monovalenten Ration bzw. mit einem divalenten Ration)' bei. 'einer Gsamtionenstarke von 1 0 mM. 
1 30 ul der jeweiligen Puffer wurden mit einer eine kommerzielle DNA-Leiter (Fa, FERMENTAS) 
enfhaltenen wassrigen Losung von 50 ul gemischt und der Ansafe auf eine Zentrifugationssaule mit 
einem GlasfaserflieB uberfuhrt. AnscblieBend wurde 1 min bei 1 0 000 rpm zentrifugiert und die 
Zentrifugationssaule in ein neues ReaktionsgefaB uTjeidRihrLDie Blution der gebundenen Fragmeute 
erfolgt durch die Zugabe von 30 ul einer 1 0 mM Tris-HCl-L6sung und nacnfolgender Zentrifugaaon 
.fur 1 min. Die Gesaratzeit der IsoUerung der DNA-Fragmente betrag damit nur ca. 2 min. • 
Die erbaltenen Eluate wurden auf ein 1,2 % Agarosegel aufgetragen und elektidphoretiscb 
aufgetrennt Wie in der elektrophoretischen Darstellung deutlich zu sehen ist, erfolgt eine effiziente 
Ruckgewinnuog der DNA-Fragmente nur mit dem Kombmationspuffer. Diejeweflsnurein Safe 
enthaltenen Bindungspuffer dagegen zeigen nur nocb. eine sehrgeringe Bindungsvermittlung. 
(Abbildungl) 
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Beispiel2: 

Aufieimgung von PCR-Produkten avis tinem komplexen PCR-Reaktionsansatz und nachfolgende 
Verwendung der aufgereinigtea PCR-Produkte fur eine DNA-Sequenzienmg- 

50 nl PCR-Reaktionsansatee wurden mit 130ul Bindungspuffer TH1 undTH4 (50 mM NaCl; 50 mM 
MgCl 2 /Tris HC1, Isopropanol) versetzt, nacbfolgend auf edne Zentrnuganonssaule mit GlasfaserflieJ3 
uberiuhrt, fur 1 Minute zentrifugiert und abschliejfend die DNA wjeder mittels 10 mM Tris HQ von 
der Saule eluiert. Die isolierten PCR-Produkte wurden dann fur die Sequenzierung eingesetzt. Die 
Sequenzierungsergebnisse belegen, dass ohne die Verwendung von bisber notwendigen 
Wasehschrittai alle storenden Komponenten efficient entfexnt wwden und eine hochreine DNA 
vorliegt. 

(Abbildungen2-5) 
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Beispiel 3: 

Isohexung von Plasmid DNA aus bakteriellen Lysaten Vergleich der Reinheit der isolierten Plasmid 
DNA bai untwscfaiedlicfcen WaschbetiUngimgea bzw. ohne emeu Waschschritt. .' 

2 ml eirxer bakteriellen Obemachlkultur (XL-1 mit Plasmid pGBM) wurden zentrifugiert und das 
Pellet wit 200 ul Solution I CTtis, EDTA, Rnase A) n^endiert. Danach erfolgte die Zugabe von . 
200 nl Solution H (SDS/NaOH). Die Reaktionsgefafie wurden mehtmals to vomchtig geschuttelt 
Nachfolgead erfolgte die Zugabe 200 ul einer Solution m (250 mM MgCl/Tris HCl). Die 
Reaktionsgefafie wurden to und vomichtig, geschuttelt und fur 5 min bei Maximalgeschwmdigkeit 
zenrifugiert Der geklarte Oberstand wurde mit 100 .ul Isopropanol gemiscbt und auf eine 
Zentrifugationssaule mit einem Glasfaserfliefi gegeben urid furl min zentrifugierL Nacbfolgend 
wurden jeweils 3 Proben sofort mit 1 0 mM Tris versetzt (kein waschen), 3 Proben wurden mit 800 ul 
eines Waschpuffers ohne Alkobol (lOmM NaCl/lOmM MgCl/Tris HC1) vensetzt und fur I min 
zentrifugieit und nachfolgend die Plasmid-DNA mit 10 mM Tris-HCl von der Saule eluiert und 3 
Ptobeu wurden mit 70%igem Ethanol gewaschen, nachfolgend der Ethanol entfernt und die Plasmid 
DNA wiederum durch Zugabe von 1 0 mM Tris HQ eluiert 



Die nachfolgende Tabelle ilhisoiert die notwendige Prapaiationszeit, die Qualitat und Quantitat der ' 
isoUerte Plasmid DNA: 




Probe 


Waschschritt 


Ratio 260:280 


Ausbeute 


Praparationszeit 


1 


Kein Waschen 


1,71 


12 ug 


8 min 


2 


KeinWaschen 


1,74 


15 Ug 


8 min 


3 


Kein Waschen 


1,81 


I4ug , 


8 min 


4 


Waschen ohne Alkohol 


1,82 


15 Ug 


10 min' 


5 


Waschen ohne Alkohol 


1,81 


14 Ug 


lOmin 


6 


Waschen ohne Alkohol 


1,84 


12 ug 


lOmin 


7' 


Waschen mit Alkohol 


1,86 


14 ug 


16 min 


8 


Waschen mit Alkohol 


1,92 


16 ug 


16mm 


9 


Waschen mit Alkohol 


1,89 


13 ug 


16min 
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Abbildiuigl: 

Aufeixugung sine* Spektrurns a* DNA-Fragmenten aus einer wassrigen Losung . Verglcich v^chicden^r 
Biudungspu&r hinsichtlich dear Btodungseffi^enz. 

Spuren 1 und 2 : Isolierte DNA Leiter unter Verwcndung des Puffers TH3 
(monovaleutes Kation iixx verwendcten Sate) 

Spuren 3 und 4 : Isolierte DNA Leiter unter Verwendung des Puffers TH2 
(divalentes Kation im verwendeten Salz) 

Spuren 5 und 6 : Isolierte DNA Leiter unter Verwendung des Puffers TH1 

(Combination der beiden Sake; monovalentes und divalentes Kation) 

* 

1 2.3 4 5 6 
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12 

Patentansprtiche 



LVerfahrcn zur Isoherung von Nuk^insW aus einer Losung durch Bindung an sine feste Phase, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man . . ' 

die Nukleinsaure enthaltende Losung nut Zusatzen so eintfellt, dass sie monovalente und 
mulhvalente Kafconen sowie einen Alkohol und ggf. weitexe Zusatze enthalt, sie danach nut der 
,T K ° ntakt ^ ^ mgef ggf. wascht und die Nukleinsaure yon der 




2. Verfahren nach Anspruch 1 
dadurch gekemxzeiohnet, daJ3 

..als monovalente Salzkomponente Anunoninmchlorid, Natriumchlorid und/oder Kaliumchlorid 
verwendet werden ' 

3. Verfahren nach Anspruch I 
dadurch gekennzeichnet, daB 

als multivalente Salzkomponente Magnesiumchlorid, CalciumcWorid, Zinkchlorid und/oder 
Mangahchlorid verwendet werden 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, 

dadurch gekerinzeichnet, dass die , monovalente und die multivalente Salzkomponente im 
Mengenverh&ltnis 9: 1 bis 1 :9 verwendet werden 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekenn2eichnet, 
dass die Endkonzentration der Salzkomponenten in der Losung >SmMol belxagt 

6. Verfahren nach Anspruch I 

dadurch gekennseichnet, dass als Alkohol Eihanol oder Isopropanol verwendet werden 

O - 7. Verfahren nach Anspruch 1 

, dadurch gekennzeichnet, dass als weitere Zusatze Tris-HCl oder Polyvinylpyrrolidone verwendet 
werden 1 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

als feste Phase alle Tragermateriahen eingesetzt werden, die bei der Isolierung mit chaotropen 
Reagenzien Anwendung finden 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
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U3 

dadurch gekennzeichnet, daJ3 

als Tragennaterialien Glasfaservliese, SiUcame^branen, oder Membranen, die funlctionelle 
Gruppen tragen, die Glasfaservliesen oder Silicamembranen entsprecb.cn, eingesetzt werden 

10. Verfahren nach Anspruch 8 und 9, 

dadurch gekennzeichnet, daJJ ' 
terdTn 6 PhaSe ° SU5PenSi ° nen aUS Si ° 2 ' AerosiIen oder magnetisierten Silikapartikeln eingesetet 

1 1. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

als WaschpufFer Losungen von monovalenten und mnltivalenten Salzkomponenten mit geringerem 
Ionenstarke, als ;fur die vorhergehende Bindung notwendig wax, ehigesetzt werden 

12 VerfaJhren nach Ausphich 1 , 

dateh geke^zeichnet, dass als Elutionspuffer Wasser oder Wasser, mit Trfs-HCl-Zusatz 
verwendet werden 1 - 



13. Testkit zur Isolierung von DNA aus beliebigen Ausgangsmaterialien enthaltend 

- erne wasserige Ldsung, die monovalente und multivalente Kationen enthalt, 

- eine feste Phase, bevoizugt als fester Bestandteil von Zentrifugenr6hrchen, 96 Well- oder 384- 
Well Filtrationsplatten 

- Wasch- und Elutionspuffer ohne Alkoholzusatz 1 

14. Testkit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafl 

die feste Phase Glasfaservliese, Glasmembranen, Sihciumtrager und Aerosile sind 

• J5. Testkit nach Anspnich 13, dadurch gekennzeichnet , das 

als Tragennaterialien lose Schlittungen, bevoxzugt Si02, gefaUte Kieselsaure, pyrogene Kieselsaure 
oder magnehsche Silicapartikel eingesetzt werden 
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